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【雑音】
神林剛 ;:1J･:捲櫛は外&･:l･約手航 跡浸潤などに作って･払められる慢性7I'r.である〇･J;･Y･:細な遜症
メカニズムは依然として未解明であり,従水から柵蛸として抗てんかん頻や抗うつ邦などが
川いられることが多いが,中M.J･.J制作川が軌くIM J不可能であるJb者も少なくない｡そのた
め.多くの人々の捌 ･Gを鯉和し.qOLをIii=:.させるためにも,神緋僻事性疹櫛のメカニズム
～.明と副作用の少ない治療牡の13日発が急務の'排他である｡
末梢神経が障封を受けると,知･比利健飾&I"胞から神経伝達物餌が遊離され,近傍の糾他聞
での情報伝達 (cr｡.qs-excitation)がfl･=_じること,また抑組畔番性痔稀モデルにおいて･知
脚 中経節でのJil･,!._7=受容ニューロンのRLlu脚 生じることが軸件されている｡したがって･知北
神経節における位暫受容ニューロンの興掛 こよる伝逓増独作用を幡減できれば･l･コ枢性副作
用の少ない新しい治療快につながる可能tJ･.がある○そこで･我々はボツリヌス掘非 (BoNT)
を用いてこの伝達刷 か作用を軽減することに射EIした｡伽,NTは小胞1'･Jkの神練伝達物質遊離を
馴iIJする作用を有しておY),これまでに刺 削こ投rj.した柵.0-1^別 号ツリヌス額難 くBoNl/^)
が三叉神経節における神経伝達物孤鉦雌をWI7lJすることで蜘 有効姓を示す可能件がホ唆さ
れている｡しかしながら.uoN･r/^が鮒lr'･効果を灘馴 -る秤紳なメカニズム,すなわち末梢に
投与.したIS.N･r/八の局在や細胞IJl輸送メカニズムはいまだ柵rJ!.にW.明されていないDそこで木
A)r･兜で札 中樹 iJ･-.節目1-･:Jl･Jk.棒先しない紳搬陣審性別h'の治療法の即発を瓜終日的とし,その
捌 相lJililけ カニズムを解明するため,末梢に投･Iラ･した[3oNT/^の.:-l叉神掛 こおける取り込み横
紙 およびその鮒地内肺をメカニズムに刈す る逆1'･J竹･:Jhl紫輸送のJ･WLj心 ついて楓i■､ル た.･
【材料および方法1
1.L･J")･troでの三叉神経肺細胞におけるBoNT/人の収り込み機桝の検討
本研究は,剛 J^･.:i:.lJJ物･炎･倣施-.Fxb愉BJl刺 は (伽Ku20JI-190)仙池のもと行った｡:個肺
sl)rague-r)avIcy系雄性ラットの三叉神経飾細胞の分雌蛸:ALを行い･･A･光標推した榊掛 型ポ
ッリヌス描糸瓜釣 (100日M:Bt'NT/佃 臥 L17.･JlI大学大学院医I'Jg兆･-lt総合研究科病原細耶 :分
glfよりU.･lJ-･)を解弟椴にJlJえ,培碓三叉神経節MLIJruにおけるIhN'r/^盛観o)l川 込みを:)･I:lJMi
レー ザ一新微鈍捌Y.I(olyn.pus,Ai);(,日本)を用いて軌舛した｡
また抑肺.鵜(.:･R･解体のlSr.l･;実験として,')棚riA･'i･推した三叉神経節細胞を神練:Jj･必受か休
であるシナプス小胞タンパクJLmil2(.ly‖叩Licvt,.qicle:SV2)の3つのアイソフォーム (SV2八･
sv2B,SV2C)の申frlyt休,またコントロールとしてT･TjS･IgGにてlIl冊 処即し･蛍光横搬し
たnoNT/A娼机をt･洋船 脚こ加え‥三叉神経抑糾也におけBoNT/A重鎖のJ在を射 焦点レー ザー顕
微鏡を用いて胤Iy;弓した｡
､2.末梢皮内投与されたBoNT/Aの局在と愉送メカニズムの検討
ラット糊鵬加中央に蛸･光榔此したDoNT/^IrL:hli,またコントロールとしてPBS,そして故光
色･!r.:を単軌で投与し,牌出した三叉神附 紬 L赤札 また三叉神経肺細胞における蛍光のJ.I1在を
非J.;点.レー ザー捌 '&舵を川いて批解した.ま･/1,末梢に授与したBoNT/Aの逆行性IlrI薪愉送の
(#JLJ-･を明らかにするため,蛍此他職した8oNT/^嶋掛を授与する2仰.印司前に同榔位-Il'I捌輸送
阻'l_J';:EIJであるコルヒチン (51nM/2 FLl,Sig川;L,StLouis,MO,USA)を授与したo
l結果および考娯】
1.1'〃vJ'troでの三叉神経飾細胞におけるrloNT/八の取り込み機柵の検肘
LIoNT/^IF_(机を授与したものは,三叉神経飾鮒 I'dJ内において･i'1･光が槻'黙された.さらに,三
叉神経飾細JdにおけるmJJLdJ鎖受溶体川l′.-1ラ:rji:験から,コントロールであるPliSl'1JTJl処PP.群やIgG前
処稚肝と比概して,SVL:C中和抗体IJTr'処郡JrTIは,三叉神経肺細胞I^Jの･Di･光卿腔が有'.･in=低下し
た｡
2.末梢皮内投与されたBoNT/Aの局在と柵送メカニズムの検討
BoNl'/^ITx鍬を米桝に授与した三叉･MJ経飾内において,またuoNT/∧塵釣を末uJ'に授与した三
叉神継ALTJ'細目他l人目こおいて･iu･光が観顔されたOまた,BoNT/^BEL:掛を末梢に投与した三叉神経節
a;IJU地内の'LK･光琳lRが,蛍光色素を単独で末梢に授与したものと比概して有意に蛸加した｡さ
らにコルヒチンをFtlT投与することにより,三叉神経節糾胞I^Jの'ni･此桝り度が有悪に減少した.
木研究から,8oNT/^重鎖がラット培弟三叉神経節細胞内にl&り込まれること,BoNT/A塵鎖
の三叉神経-の取り込みにSV2C受容体が関与していることが明らかとなった｡また,末梢に
投与したBoNT/A塵鎖の三叉神経節-の仰送に逆行性軸索輸送が関与する了･丁稚性が明らかと
なった｡したが?て,末梢に授与したBoNT/八が三叉神経内において逆行性仙索輸送により三
叉神林飾-到達し,三叉神経節細胞内に取り込まれることで,三叉神経節細胞における神経
伝達物部の遊脚を抑脚JL,痔痛抑制効果を苑現する‖J能性が示唆された｡
【結静】
ラット培養三叉朴紘節細胞におけるBoNT/^重鎖の取り込みを観察し,13oNT/^菰鎖が培#･三
叉神経節細胞内に取り込まれることを明らかにしたOまたラット煉脆部中火に皮内授与した
BoNT/^の三叉神経節細胞における局在を観然し,末梢に授与したBoNT/^重畝がSV2C受容体を
介して三叉神経節細胞内に取り込まれることを明らかになった｡さらに,末梢に授与した
BoNT/∧寛政の三叉神練飾-の輸送に逆行性伽瀬愉送が関与する可能性を明らかにした.以上
から,本棚兜結果は,末梢に投与したBoNT/八の痔描抑fliJメカニズムの仰州こ大きく貢献する
とともに,BoNT/Aの末梢投与が神経腫恕性痔痛に対する新たな治触法となる可能性をメカニ
ズムベースでも強く示唆するものと考えられた｡
学位翰文審査結界の要旨
これまで,末梢に投与した精製A型ボツリヌス毒如 (BoNT/A)が三叉神経節にお
いて神経伝達物質遊離を抑制し,神組特番性疹痛に対する蚊痛効果を示す可能性が
示唆されている.しかしながら,BoN'1ソAが鋸痛効果を発現する詳細なメカニズム,
すなわち末梢に投与したBoNT/Aの局在や細 胞内輸送メカニズムはいまだ確実には
解明されていない.
そこで本研究では,BoNT/Aを用いた中枢性副作用の少ない神経障害性疹痛の治療
法の開発を最終日的とし,その痔痛抑制における奏功メカニズムを解明するため,
末梢に投与したBoNT/Aの三叉神経における取り込み機柄,およびその細胞内輸送メ
カニズムにおける軸索輸送の関与について検討した.
1'I7Vl'troで蛍光標織したBoNT/^重鎖を投与したラット三叉神経節細胞において,
培養三叉神経節細胞内でその蛍光を認めた.また,三叉神経節細胞における細胞膜
受容体阻害実験から,SV2C中和抗体前処理群は,コントロールであるPBS前処理群
やIgG前処理群と比較して,三叉神経節細胞内の蛍光輝度が有意に減少した.､そし
て,1'nvl'voで蛍光標服したBoNT/A重鎖を末梢に投与した三叉神経節細胞において,
三叉神経節細胞内でその蛍光を認めた.また,蛍光横紙したBoNT/A重鎖を末梢に投
与した三叉神経節細胞内の蛍光輝度が,末梢に蛍光色素を単独で投与したものと比
較して有意に増加した.さらに,微小管形成阻害作用を持つ軸索輸送阻害剤である
コルヒチンを前投与することにより,その三叉神経節細胞内の蛍光輝度が有意に減
少した.本研究から,末梢に投与したBoNT/Aが三叉神経内において軸索輸送により
三叉神経節-到達し,三叉神経節細胞内に取り込まれることで,三叉神経節細胞に
おける神経伝達物質の遊離を抑制し,疹痛抑制効果を発現する可能性が示唆され
た.
以上から,本研究結果は末梢に投与したBoNT/Aの痔痛抑制メカニズムの解明に大
きく貢献するとともに,BoNT/Aの末梢投与が神経障害性疫病に対する新たな治療法
となる可能性をメカニズムベースでも強く示唆するものである.よって,審査委員
会は本論文に博士 (歯学)の学位論文としての価値を認める.
